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(57) La presente invention concerne les plasmides hybrides. 

II s'agit d'un plasmide hybride comportant au moins 
I'ADN du plasmide 2^ de levure et un segment d'ADN renfer- 
mant le gene URA,* de levure. 

Ces plasmides sont utiles comme vecteurs d'ADN exo- 
gene dans les ievures. 
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NOUVEAUX PLASMIDES HYB RIDES ET MICROORGANISMES LES 
CONTENANT 

La presente invention concerne un nouveau 
type de plasmide hybride utile pour modifier les pro- 
prietes des souches de microorganismes et notamment de 
levures ainsi que les microorganismes comportant ces 
plasmides hyb'rides, 

Recemment des procedes mettant en oeuvre des 
plasmides bacteriens bnt permis d'obtenir dos souches de * 
bacteries produisant des peptides et des proteihes tres 
interessants sur l*e plan industrial comme la somatosta- 
tine, I'insuline et 1 1 ovalbumine. 

Toutefois / ces systemes bacteriens, compte 
tenu des differences qui existent dans les systemes de 
transcription et de traduction eucaryotes et procaryates , 
sent soumis a de serieuses limitations. En outre, uh 
certain nombre de genes eucaryotes sont discontinus et 
presentent des insertions (jusqu'a 7 pour 1' ovalbumine 
de pouleK Cette situation expliquu que de tels genes 
ne peuvent etre correctement traduits par un procaryote, 
a moins evidemment de construire un gene sans insertion, 

II est done clair que, dans ce domaine, les 
levures qui sont des microorganismes eucaryotes offrent 
la possibility de s'affranchir de ces contraintes et 
presentent done un grand inter&t poteritiel pour de mul- 
tiples applications pratiques, - 

Toutefois, jusqu'a une date recente, on ic^no- 
rait comment f aire rentrer un acide* desoxyribonucleique 
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(ADN) excgene dans une levure et obtenir qu'il s'y 
maintienne sous forme stable et s'y exprime. 

Cet obstacle a recemment ete leve par les 
travaux de A. Hinnen, J.B. Hicks et G.R. Finck en uti- 
lisant un plasmide bacterien portant le gene LEU 2 + de 
la lovure (vecteur). Les clones de levures obtenus par 
traitement a l'aide de ce plasmide se sont averes avoir 
integre tout ou partie du vec'ceur sans toutefois que 
celui-ci se maintienne a l'etat libre dans le cytoplas- 
me. 

Ce procede presente toutefois le desavantage 
de ne pas permettre 1 ■ amplification de 1 • ADN d'origine 
exogene. On salt, en effet, que certains plasmides 
bacteriens existent a l'etat de copie multiple dans les 
bacteries qui les portent et, par ailleurs, on sait 
qu'il existe dans certaines souches de levures, en par- 
ticulier Saccharomyces cerevisiae, un plasmide designe 
par le sigle 2u en raison de sa longueur. Ce plasmide 
2u existe au nombre de 50 a lOO exemplaires par cellule 
et si on ne lui connait pas, jusqu'a present, de fonc- 
tion genetique precise, on sait qu'il est transcrit au 
moins en partie et qu'il peut ainsi constituer un vec- 
teur potentiel d'un grand interet. 

I«a presente invention a pour but de f ournir 
des vecteurs plasmidiques permettant d'introduire a 
volonte un gene particulier dans un microorganisme et 
plus particulierement dans une levure. 

Un autre but de 1' invention est que le gene 
particulier ainsi introduit soit stable, puisse s'expri- 
mer et soit amplifie. 

Grace a cette invention,, on dispose ainsi 
d'un moyen permettant de modifier les proprietes d'un 
microorganisme et surtout d'une levure de facon prede- 
terminee et ce dans des proportions tres superieures 
aux techniques de mutations connues. 
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La presente invention concerne un plasmide 
hybride compose d 1 au moins un ADN d*un plasmide bacte- 
rien, tout ou partie de 1 1 ADN du plasmide 2p. de levure 
et d'un segment d 'ADN renfermant le gene URA 3 + de 
levure. 

II peut Stre utile de rappeler que le 
plasmide 2ji de levure est connu et une etude tres 
complete peut en £tre trouvee dans a Viruses and Plasmid 
in Fungi" editeur Paul A* Lemke, cet ouvrage pourra 
egalement §tre utilise corame reference pour la defini- 
tion de certains termes dont la definition complete ne 
serai t pas donnee dans la presente description. 

Le gene URA^* est le gene codant pour 1 * oro— 
tidine-5 * -phosphate-decarboxylase # en son absence la 
levure ne peut se developper que sur un milieu conte- 
nant de l f uracil. La presence ou 1 1 absence de ce gene 
permet de "cribler" les levures en utilisant un milieu 
avec et sans uracil. 

Dans un mode de realisation prefere du plas- 
mide selon la presente invention, le segment d 1 ADN 
renfermant le gene URAj + de levure est insere dans 
I 8 ADN du plasmide 2p de levure, en particulier le 
segment d'ADN renfermant le gene URA 3 + de levure est 
insere dans 1 'ADN du plasmide 2p de levure cn tre les 
sites de restriction Hind III (2) et Hind III (3) avec 
perte du segment correspondant de I'ADN du plasmide 2p 
de levure. 

* Les sites de restriction Hind III correspon- 
dent aux endroits de la molecule ADN qui sont coupes 
pax une enzyme particuliere, 1 1 endonuclease Hind III 
(qui sera appelee ci-apres par abreviation Hind III). 
Ces sites de restriction Hind III sont au nombre de 3 
sur le plasmide 2ji et sont appeles Hind III (1), Hind 
III (2) et Hind III (3) (qui seront appeles ci-apres 
par abreviation HI, K2 et H3). 
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Dans un autre mode de realisation des plasmi— 
des selon la presente invention, le segment d'ADN 
renfermant le gene URft^* levure est insere dans 
1"ADN du plasmide bacterien. 

Parmi les ADN de plasmide bacterien utili- 
sables il faut citer plus particulierement l'ADN du 
plasmide pCRl et du plasmide pBR 322 (Bethesda Research 
Laboratory Inc., in Rockville, Maryland). 

Dans un mode de realisation particulierement 
interessant de la presente invention, en particulier 
lorsque le segment d * ADN renfermant le gene URA 3 + est 
insere dans 1 1 ADN du plasmide 2ji , 1 r ADN du plasmide 
bacterien comporte 1« insertion d'un ADN exogene prove- 
nant d'un organisme procaryote ou surtout d*un organis- 
me eucaryote tel qu'une levure. 

On peut egalement prevoir dans le cadre de 
la presente invention des plasmides hybrides dans 
lesquels le plasmide 2ji comporte une insertion d'un ADN 
exogene provenant d'un organisme procaryote ou surtout 
eucaryote. 

Les plasmides vecteurs selon la presente 
invention peuvent &tre prepares par des techniques 
connues . 

On ddonnera, ci-apres ; une technique generale 
permettant de preparer deux plasmides selon la presente 
invention particulierement interessants . 

Afin de f aciliter la comprehension du prece- 
de, certains des plasmides mis en oeuvre dans cette 
technique sont representes sur les figures annexees ou : 

- la figure 1 represente le schema de 1 'ADN 
du plasmide PTY 39 , 

_ la figure 2 represente le schema de 1 * ADN 
du plasmiae G 9 , 

- la figure 3 represente le schema de I'ADN 
du plasmide G 18. 
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- la figure 4 represente le schema de I'ADN 
du plasmide pFL 1 , 

- la figure 5 represente le schema de I'ADN 
du plasmide pMA l t 

5 On part d'un plasmide hybride PTY 39 decrit 

dans l 1 article de Hollenberg et al a , Proc. Nat. Acad, 
Sci. USA . 73 , 2072-2076, (1976). Ce plasmide est 
represente a la figure 1.. 

Le plasmide PTY 39 est constitue de deux 

10 sequences : 

- I'ADN du plasmide 2ji de levure et 

- I'ADN bacterien de pCRl sur lequel on a 
indique en pointille et par les lettres KAN 1 * le gene 
du plasmide qui lui permet de confer er le caractere de 

15 resistance a la kanamycine. 

Le fragment d'ADN correspondant au plasmide 
pCRl ne possede qu'un site de restriction Hind III 
designe par H et situe dans le gene KAN 1 *. 

I'ADN du plasmide Zji de PTY 39 comporte pour 
2o sa part trois sites de restriction Hind XII qui sont 

numerotea HI, H2 et H3 et un site de restriction Eco Rl , 
note Rl, entre HI et H3 en plus des sites de restriction 
Eco Rl de jonction, comme precedemment , la presence de 
ces sites de restriction Eco Rl signifie que I'ADN est 
25 coupe a ce niveau par I 1 endonuclease Eco Rl, 

II est important de noter que le site de 
restriction Eco Rl est situe entre les sites de restric- 
tion Hind III (1) et Hind III (3). 

Les elements hachures de I'ADN du plasmide 
3q i situent les sequences repetees inverses. 

Ce plasmide hybride PTY 39 est accumule en un 
tres grand nombre de copies en traitant la bacterie qui 
en est porteuse par le chloramphenicol. 

D 'un autre cSte , on utilise un plasmide 
35 hybride pMB 9 -> URA 3 * constitue d'un plasmide bacterien 
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pMB 9 d^ns lequel on a insere un fragment d 1 ADN de 
levure portant le gene URA^ 4 " encadre par deux sites de 
restriction Hind III. 

On effectue tout d'abord une digestion 
moderee du plasmide PTY 39 par 1 1 endonuclease Hind III, 

Puis une digestion complete du plasmide 
pMB 9 - URA>3 + par la m&me enzyme suivie d'une separa- 
tion des fragments de restriction pax electrophorese 
et on isole un fragment de 1 ,1 kilobase portant le gene 



1Q URA 3 + 



On melange alors le plasmide PTY 39 partiel- 
lement digere avec le fragment portant le gene URA 3 + 
isole precedemment en presence de ligase. 

Puis on transforme des bacteries pyrP (c'est- 
a-dire affectees dans le gene de 1 ■ orotidine-5 1 -phospha- 
te-decarboxylase) par 1 • ADN obtenu apres ligation a 
I'etape precedente. 

On selectionne ensuite les clones se develop- 
pant sur milieu minimum qui sont les Escherichia coli 
pyr*" qui cnt done integre les plasmides portant le gene 



URA 3 + 



Parmi ces Escherichia coli pyr + on separe les 
clones sensibles a la kanamycine, on obtient ainsi deux 
types de s ouches : 



+ r 

Escherichia coli pyr Kan et 

4- S 

Escherichia coli pyr Kan • 



On extrait alors de ces deux types de souches 
deux types de plasmides selon 1* invention : 

- le plasmide G 9 qui confere le phenotype 



pyr + Kan r et 



- le plasmide G 18 qui confere le phenctype 



pyr Kan 



35 



Les plasmides G S et G IS sent representees 
respectivement sur les figures 2 et 2* 

Le plasmide G 9 comporte une partie d 1 ADN 
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bacterien provenant de pCR 1 identique a celle que 
l^n trouvait dans PTY 39. Quant a la partie ADN de 
levure, on a represents en trait noir epais le segment 
d 1 ADN porteur de gene URA 3 + et qui s'est fixe entre 
les sites de restriction HI et H3 avec une perte du 
segment de plasmide 2p correspondant. 

II est important de noter que le remplace- 
ment du segment d 1 ADN du plasmide 2jx situe entre les 
sites de restriction- Hind III (A) et Hind III (3) par 
1 1 ADN de levure portant le gene URA 3 + a pour effet de 
faire disparaitre le site de restriction Eco Rl se 
trouvant a I 1 origine dans 1 1 ADN du plasmide 2}i entre 
les sites HI et H3. 

G 18 coraporte integralement 1 1 ADN du plasmide 
2 }i comme pour PT2T 39, par contre le fragment d ■ ADN 
bacterien provenant de pCRl comporte 1 1 insertion # au 
niveau du site de restriction Hind III, du fragment 
d'ADN portant le gene URA 3 + represents en trait noir. 

Les plasmides hybrides G 9 et 6 18 ainsi 
obtenus peuvent Stre conserves tel quel ou dans une 
levure ou une bacterie ou ils se multiplieront et 
pourront en Stre extraits a la deraande* 

Ces plasmides peuvent Stre integres dans une 
levure par le procede suivant. 

On utilise une souche de levure de Saccharo- 
myces cerevisiae URA 3 ~ , dans le cas present et afin de 
mieux etudier le phenomene on utilise une levure a 
f aible taux de r ever si on c 

Cette souche cultivee sur. milieu complet est 
recoltee en phase exponentielle. 

Les cellules sont alors transformees en 
protoplaste.s par digestion des parois a 1 1 aide *d 'heli- 
case en presence d'un stabilisateur osmotique. 

Les protoplastes oont mis en presence de 
1 f ADN du plasmide hybride G 9 ou G 18 pendant environ 
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10 minutes puis on. melange avec du polyethylene glycol 
a 30% et on laisse agir pendant environ 15 minutes. On 
centrifuge et le culot est remis en suspension dans un 
milieu complet contenant un stabilisant osmotigue. On 
incube pendant 1 heure a 30»C puis on precede a une 
deuxieme centrifugation. Le culot est alors resuspendu 
dans un milieu hypertonique contenant de l'agar (3%) 
maintenu en surfusion a 44»C et O ,03% d'extrait de 
levure . 

L' ensemble est coule dans des boites de 

Petri. 

Aux fins de comparaison, on traite de la 
meme facon des levures temoins mais sans ajouter d'ADN 
de plasmide hybride. 

Au bout de 3 a 5 jours, il apparait de 
nombr.euses colonies sur les boites correspondant aux 
cellules traitees par l'ADN alors qu'il n'y en a pas 
sur les boites temoins. 

Les colonies ainsi obtenues sont appelees 
-transf ormants" et constituent des microorganismes 
entrant dans le cadre de 1» invention a la fois comme 
source de plasmide hybride G 9 ou G 18 et comme moyen 
notamment pour la preparation de 1« orotidine-5 • -phos- 
phate-decarboxylase . 

En effet, on a mesure l'activite specif igue 
de 1« orotidine-5 • -phosphate-decarboxy lase dans la 
souche sauvage URA 3 + et dans un certain nombre de trans- 
f ormants, c • est-a-dire de souches selon la presente 
invention et on a constate que si dans la souche sauvage 
l'activite de 1« enzyme est de deux unites, cette activi- 
ty varie entre lO et 35 chez les transf ormants , ce qui 
represente un facteur multiplicatif ds 5 a 18, 

Cette description permet de comprendre les 
fonctions des differentes parties des plasiuides selon 
la presente invention : 
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- le fragment URA 3 + permet de "cribler" les 
microorganismes traites pax les plasmides de 1 'invention 

- le fragment 2u permet d* amplifier les 
proprietes transferees par les plasmides de 1 • invention. 

5 Les souches selon la presente invention 

peuvent done Stre envisagees comme moyen de production 
de l'orotidine-5'-phosphate-«aecarboxylase qui est un 
produit utilise dans les indsu tries enzymatiques. 

Un autre interSt des plasmides hybrides selon 

10 la presente invention, notamment des plasmides hybrides 
G 9 et G 18, est qu"ils peuvent, dans le cadre de 1'in- 
vention, etre modifies afin de servir de vecteurs pour 
1' introduction d *ADN exogene dans des microorganismes 
qui, apres transformation, font egalement partie de la 

15 presente invention. 

II faut remarquer, a ce propos, que dans le 
cas du plasmide hvbride G 9 ce dernier ne presente de 
sites de restriction Eco Rl qu'a la jonction entre 
1'ADN de levure et 1'ADN bacterien et qu'en consequence 
2o 1' action de 1 "endonuclease Eco Rl conduit a la separa- 
tion de 1'ADN levure et de 1 ' ADN bacterien et qu'ainsi 
on peut aisement fixer sur le site Eco Rl de 1'ADN 
levure un nouvel ADN bacterien portant par exemple un 
ADN exogene. 

25 Pour ce qui concerae le plasmide hybride G 18, 

celui-ci presente l'avantage de posseder un ADN de 
plasmide 2 u complet ce qui permet d'envisager sa repli- 
quation et son maintien dans une souche de levure par 
exemple de facon beaucoup plus sure que dans le cas du 

30 plasmide G 9 dont 1'ADN du plasmide 2u a ete ampute d'un 
segment entre les sites de restriction Hind III (l) e t 
Hind III (3). Toutefois, cet avantage doit etre pondere 
compte tenu du fait que G 18 possede deux sites de 
restrictions Eco Rl qui lors de 1' action de 1' enzyme 

35 correspondante peuvent conduire a un f ractionnement plus 
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coraplexe de l'ADN que dans le cas de G 9 et rendre 
ainsi plus difficile 1 « introduction d'ADN bacterien 
portant un ADN exogene. 

Les exemples suivants sont destines a illus- 
trer un procede de preparation de plasmides hybrides et 
de microorganismes selon la presente invention sans 
pour autant qu ' ils puissent etre consideres comme limi- 
taiit la portee de ladite invention. 
EXEMPLE 1 

Preparation des plasmides G 9 et G 18 
On prepare un plasmide pMB9 - URA^" 1 " par les 
precedes connus (T.D. Petes et al. , Gene, vol. IV, 1978, 
p. 37-49) pax exemple en faisant digerer l'ADN d'une 
levure sauvage de Saccharomyces cerevisiae par l'endonu- 
clease Hind III , et en faisant de meme digerer le plas- 
mide pMB 9 (Bolivar et al. Gene 2, 75-93 (1977) par la 
meme enzyme. Les deux produits de digestion sont liga- 
tures par la ligase ADN T 4. On effectue ensuite le tri 
des plasmides cbtenus en utilisant une souche de 
Escherichia coli URA 3 ~ que l'on transforme par lesdits 
plasmides qui sont les seuls a croltre sur un milieu 
minimum (sans uracil). On extrait alors les plasmides 
pMB 9 - URA 3 + des souches Escherichia coli URA 3 + selec- 
tionnees . 

20 ug du produit de digestion du plasmide 
pMB 9 - URA 3 + P 8 * ltodonuclease Hind III (fourni par la 
firme Boehringer) sont soumis a une electrophorese sur 

un gel d 1 agarose a 1%. 

Le fragment de 1,1 kilobase portant le gene 
URA + de la levure est recupere a partir du gel par la 
30 methode dite "Freeze et Squeeze" (Thuring, 1975) et par 
precipitation a l'ethanol. 

l'ADN circulaire du plasside PTY 39 est 
partiellement digere par 1 • endonuc lease Hind III pour 
obtenir un maximum de molecule ne comportant qu'une 
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seule coupure. Apres chauffage a 60°C pendant 10 minutes 
pour inactiver 1' enzyme et apres dialyse, 1 jig de 1 ■ ADN 
digere de PTY 39 est melange avec environ 0,05 pg du 
fragment de 1,1 kilobase portant le gene URA 3 + de la 
5 levure. Les deux morceaux sont lies par de la ligase 
ADN T 4 dans un volume de SO pi pendant 3 minutes a 
37 *C puis pendant 5 heures a 10 # C. 

Le melange de ligation (SO pi) est dilue par 
900 pi d'un tampon contenant lO mM de Tris pH 7, 10 mM 

1Q de CaCl 2# 10 raM de MgS0 4# lOO pi de ce melange dilue 
sont ajoutes a 200 pi de cellules d •Escherichia coli 
URA 3 ~ prepare pour transformation par le procede de 
Cohen et al (1975) ♦ Le melange de transformation est 
abandonne sur la glace pendant 25 minutes puis soumis 

15 pendant 3 minutes a un chauffage pulse a 37 °C puis 

abandonne a la temperature ambiante pendant 10 minutes. 
1 ml de milieu ccmplet est alors ajoute et le melange 
est agite a 37* C pendant 1 heure. Les cellules sont 
alors rassemblees par centrifugation puis etalees sur un 

2o milieu minimum, c f est-a-dire un milieu M 63, contenant 
du tryptophane. Les clones URA 3 "** obtenus sont alors 
selectionnes en tenant compte de leur resistance a la 
kanamycine. 

On selectionne ainsi les clones d'Escherichia 
25 coli porteurs de G 9 qui resistent a la kanamycine et les 
clones d 'Escherichia coli porteurs de G 18 qui ne resis- 
tent pas a la kanamycine . 

Ces plasmides sont alors extraits. 

EXEMPLE 2 

30 Preparation de levures 

On prepare les souches de levures receptrices 
URA-j" en les cultivant sur 500 ml de milieu complet 
jusqu'a une densite cellulaire d"e-iviron 2.10 7 cellules/ 
ml. Les cellules sont alors lavees dans 300 ml d'eau 

35 distillee et dans le m§me volume de sorbitol 12 M. 
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Elles sont remises en suspension dans 50 ml d'un melan- 
ge de sorbitol 1,2 H, 0,05 M phosphate-citrate pH 5,3 
et d'helicase (fourni par l'Industrie Biologique 
Frangaise) qui est ajoute jusqu ■ a une concentration 
finale de 6 SOO unites par ml. Las cellules sont incu- 
bees a 28 °C pendant 1 heure a 1 heure 30 sous legere 
agitation* Durant I 1 incubation la formation des sphero- 
plastes est suivie par une merhode optique. 

Les spheroplastes sont laves par centrifuga- 
tion a temperature ambiante et remis en suspension trois 
fois dans 150 ml de sorbitol 1 f 2 M puis une fois dans 
une solution de sorbitol 1,2 M, lO mM de Tris pH 7,6 et 
10 mM de CaCl 2 . Les spheroplastes sont concentres dans 
le mSme tampon jusqu 1 a une densite cellulaire d 1 environ 
10 9 cellules/ml, L'ADN de plasmide obtenu precedemment 
dans CaCl 2 10 mM et Tris pH 6 lO mM (environ lO fil) est 
melange avec 0,2 ml de spheroplastes jusqu 1 a une concen- 
tration de 5 a 15 jig par ml. Le melange est abandonne 
a la temperature ambiante pendant 10 minutes puis on 
ajoute 2 ml de Tris 10 mM, CaCl 2 10 mM dans du polyethy- 
lene 4 OOO a 30%+ Apres melange, 1* ensemble est abandon- 
ne 15 minutes a la temperature ambiante. Les spheroplas- 
tes sont recuperes par centrifugation a 2 500 g pendant 
lO minutes puis remis en suspension dans un milieu 
con tenant 1,2 M sorbitol, 4 g/1 d'extrait de levure, 
6 g/1 de glucose, 6 g/1 de bactopeptone Difco, lO mM 
de CaCl 2 et 10 mM de Tris pH 6 puis agite legerement 
pendant 1 heure a 28 °C. 

L 1 ensemble est centrifuge puis remis en 
suspension dans 0,2 ml du tampon precedent. Les echan- 
tillons sont melanges avec 8 ml de gelose (1,2 M sorbi- 
tol, 20 g/1 de glucose, 0,8 g/1 de ^actctryptone Difco, 
0 f 3 g/1 d'extrait de levure, 30 g/1 de gelose purifiee 
Difco) a 44*C et verse dans le mfiisp milieu a 1* excep- 
tion de la concentration en gelo5 3 qui est de 20 g/l« 



^ ^ 0011562 



Les dilutions sont etalees par le mSme 
procede dans les mSmes milieux supplementes avec 50 
pg/1 d 1 uracil de fa?on a mesurer 1 1 ef f icacite de la 
regeneration des spheroplastes . 
5 Les resultats obtenus sont rassembles dans 

le tableau I. 
EXEMPLE 3 

On opere comme dans 1'exemple 2 et on 
obtient les resultats rassembles dans le tableau I. 

lO 
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EXEMPLE 4 

Etude de l 'activite des levures obtenues 

On dose l'activite d • orotidine-5 ' -phosphate- 

decarboxylase par prelevement des cellules en phase de 
5 croissance logarithm! que sur milieu minimum et un 

extrait brut est prepare par le procede de Lacroute 

(1962) . 

L'essai enzymatique est conduit selon Beckwith 
et al. (1962) excepts le fait que MgCl 2 est mis dans le 
lO melange reactionnel. Les proteines sent dosees selon la 
methode de Lowry et al. (1951) la lysozyme etant utili- 
see comme etalon. 

Les resultats obtenus sont rassembles dans le 

tableau II. 

15 Les souches TRA ( transf ormants ) sont des 

souches obtenues dejis les exemples 2 et 3. 

L'activite specif ique pour 1 • orotidine-5 • - 
phosphate-decarboxylase est exprimee en nmoles de subs- 
trat decarboxyle par minute et par milligramme de prote- 

20 ine . 

L« augmentation de l'activite specif ique indi- 
que le rapport entre 1 ■ activite specif ique des TRA 
apres correction a l'activite specif ique de la souche 
sauvage. 

25 



BNSDOCIO:<EP 0011562A1> 




BNSDOCID:<EP 0011562A1> 




17 0011562, 



E XEMPLI 3 

De fa?on analogue aux exemples 1 et 2, 
- on prepare un plasmide pBR 322 avec 
le fragment portant le gene URA^ + insere au niveau 
5 du site Hind III ; 

- on effectue la digestion partielle du 
plasmide obtenu par 1* enzyme Eco Rl ; 

- on effectue la digestion partielle du 
plasmide 2 u de la souche de S. cerevisiae JFL 10O ATCC 

10 28383 par 1' enzyme Eco Rl ; 

- on melange les deux produits de digestion 
apres inhibition de 1' enzyme Eco Rl et on ligature les 
fragments du melange avec la ligase une nuit a 10°C. 

- on extrait les plasmides obtenus et on 

15 trans forme une soucne de levure s. cerevisiae receptrice 

ura 3» c ' est-a-dire ne pouvant croitre sans uracile, et 
on selectionne les transformats capables de croitre sur 
milieu sans uracile. De ces transformats URA 3 * on 
extrait les plasmides qui peuvent, conune cela a ete 

20 decrit, etre utilises pour transformer une souche e». 

coli URA 3 ~ , laquelie par selection des souches URA 3 + 
obtenues r.onstitue un reservoir de plasmide dont la 
structure est donnee dans les figures 4 et Z ci-annexees. 

La figure 4 represente le plasmide pFL 1 
25 (represente en traits pointilles) qui comporte l'ADN 

du plasmide pBR 322 avec insertion de. l'ADN du gene 
URA 5 (represente en double trait) au niveau du site 
Hind III de l'ADN de pBR 322 et insertion au niveau 
du site Eco R1 ie pBR 322 d'un fragment de l'ADN du 
plasmide 2 u, le fragment 2 pS (fragment dcfini par 
rapport aiu. sites Eco Rl). 

II a ete isole 2' autres plasmides, pFL 2, 
pFL 3 et pFL 4. Pour pFL 2 l'ADN du gene URA + a 
1' orientation inverse, c' est-a-dire que le S j te Pst 1. 
35 se trouve a 0,8 kb du sate Eco Rl p.is comme origine. 



30 
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Les plasmides pFL 3 et pFL 4 ont le fragment 2 uD dans 
1 'orientation inverse de celle observee respectivement 
pour pFL 1 et pFL 2. La longueur totale de ce plasmide 

est de 7,652 Kb. 

Le plasmide pBR 322 porte un gene de resis- 
tance a l'arapicilline (Amp r ) , gene qui code pour une 
penicillinase. Dans une levure transformee par un 
plasmide de ce type (comme pFL 1 ou pFL 2) ce gene 
bacterien est exprime et on identifie une excretion de 
penicillinase par les levures transf ormees , ce qui 
montre l'interet des plasmides decrits.dans la presente 
invention pour 1« excretion de proteines (enzymes en 

particulier) • 

Un autre avantage de ces plasmides est qu'ils 
demontrent que 1» integral! te du plasmide 2 u n'est pas 
indispensable a sa replication et a son maintien dans 
la levure. L* avantage de cette construction est qu'elle 
periaet d'envisager de doner des fragments d'ADN etr an- 
gers de grande taille puisque le plasmide recepteur est 
plus petit. En effet, des plasmides de trop grand taille 
sont plu? fragiles, plus difficiles a manipuler et a. 
extraire des bacterie's ou des levures. 

De facon identique, on obtient le plasmide 
pMA 1 represents a la figure 5. 

■ ce plasmide a la meme strvi<vture..u5ue les prece- 
dents mais presente 1' integralite de l'ADN du plasmide 
2 ji (2 uA + 2 pD) au lieu du fragment 2 uD. 

Un plasmide analogue a ceux decrits ci-dcssus 
a ete utilise, voir Panthier J.J. et col., Comptes Kendus 
Acad. Sciences, Serie D, 1979, Seance du 29 octobre, en 
y ins drant VADN du gene lacZ d'E. coli pour transformer 
une souche ae S. cerevisiae. On observe dans la levure 
transformee la presence d'une galactosidase qui est 
absente de la souche de depart, ceci permet de conclure 
que le gene bacterien lr.nZ est exprime chez la levure. 
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REVINDICATIONS 

1. Un plasmide hybride comportant au mo ins 
l'ADN d'un plasmide bacterien, tout ou partie de l'ADN 
du plasmide 2 p de levure et un segment d'ADN renfer- 

5 mant le gene URA 3 + de levure. 

2. Un plasmide hybride selon la revendica- 
tion 1, caracterise en ce que le segment d'ADN renfer- 
mant le gene URA 3 + de levure est insere dans l'ADN du 
plasmide 2u de levure. 

10 3. un plasmide hybride selon la revendication 

2, caracterise en ce que le segment d'ADN renfermant le 
gene URA 3 + de levure est insere dans l'ADN. du plasmide 
2p de levure entre les sites de restriction Hind III 
(2) et Hind III (3) avec perte du segment corr'espondant 

15 de l'ADN du plasmide 2ji de levure. 

4. Un plasmide hybride selon la revendication 
1, caracterise en ce que le segment d'ADN renfermant le 
gene URA 3 + de levure est insere dans l'ADN du plasmide 
bacterien. 



20 5. Un plasmide hybride selon l'une des reven- 

dications 2 et 3, caracterise en ce que l'ADN du plasmi- 
de bacterien comporte une insertion d'un ADN d'un 
organisme eucaryote. 

6. Un plasmide hybride selon la revendication 
25 4, caracterise en ce que l'ADN du plasmide bacterien 

comporte 1- insertion d'un ADN d'un organisme eucaryote en 
plus du segment ADN renfermant le gene URA 3 + de levure. 

7. Un plasmide hybride selon l'une des revendi- 
cations 1 a 6, caracterise en ce que l'ADN de plasmide 

30 bacterien est l'ADN du plasmide pCRl ou pBR 322. 

8. Un plasmide selon l'une des revendications 
1 a 7, caracterise en ce que l'ADN du plasmide 2 u de 
levure est insere dans l'ADN du plasmide bacterien entre 
des sites de restriction Eco Rl. 

35 
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9. Un microorganisme comportant un plasmide 
hybride selon l'une des revendications 1 a 8. 

10. Une levure selon la revendication 9. 

5 
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